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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease; AD)患者の剖検水晶体にお
けるアミロイドβ蛋白（Aβ）の蓄積が報告されたが，白内障手術検体を含め水晶体中のAβの定
量法は未確立である．本研究では非認知症患者における白内障水晶体中のAβの抽出方法および
ELISAによる定量化を検討した結果，認知症を伴わない白内障患者において，水晶体中にAβx-42
が少量ながら蓄積し，白内障の増悪に伴って増加している事が確認された． 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this investigation, we performed to extract amyloid β protein 
(Aβ) in lens tissues obtained from cataract patients without dementia, and to measure 
Aβ by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), revealing that Aβx-42 was deposited 
in lens in a small amount and increased in parallel with severity of cataract. 
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１．研究開始当初の背景 
⑴高齢化社会と認知症 
我が国は既に高齢化社会に突入し、認知症の
患者数も増加しつつある．2005 年の厚生労働
省調査結果では，血管性及び詳細不明の認知
症患者数は 14 万 5 千人，アルツハイマー病 
(Alzheimer’s Disease; AD) 患者数は 17 万
6 千人である．認知症は，治療に加えて介護
の費用や労力を多く必要とするため，経済
的・人的負担が大きい．認知症に対する早期
診断，治療法などの開発が望まれている． 
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⑵アルツハイマー病 
AD は，認知症の原因として最も高頻度にみら
れる神経変性疾患の一つである． 
その臨床症状は，学習や想起における進行性
の高度の記憶障害であり，また計算力の低下
や失語，失行，失認，実行機能障害などの大
脳高次機能障害がみられる．画像検査所見で
は，進行性のびまん性の脳萎縮がみられ，臨
床症状に対応して，特に側頭葉（海馬）や頭
頂葉に顕著に現れる． 
神経病理学的には，大脳皮質の老人斑と呼ば
れる細胞外アミロイド沈着と，神経細胞内の
神経原線維変化により特徴づけられ (Figure 
1)，顕著な神経細胞脱落とグリオーシスもみ
られる(Table 1)．電子顕微鏡レベルでは，老
人斑には直径 5-20 nm のアミロイド細線維の
沈着が見られ，神経原線維変化は直径 10 nm
の paired helical filament (PHF)からなる
2)． 
生化学的には，老人斑アミロイドの主要構成
成分はアミロイド β 蛋白(Amyloid β；Aβ) 
であり 3)，PHF の主要構成成分はタウ蛋白であ
る．神経原線維変化は様々な神経変性疾患等
で見られるのに対し，老人斑は AD に特徴的で
ある． 
 
⑶Aβ 
Aβ は 38～43 アミノ酸残基からなる約 4 kDa
のペプチドであり，Ⅰ型 1 回膜貫通タンパク
である Amyloid Precursor Protein (APP) か
ら，β-並びに γ-セクレターゼと呼ばれる酵
素により，生理的に順次切りだされ分泌され
る．主要な β-セクレターゼとして β-site 
APP cleaving enzyme 1 (BACE1)が同定され，
γ-セクレターゼは presenilin-1 (PS-1)を活
性中心に持つ蛋白複合体であることが明らか
にされている．γ-セクレターゼによる APP の
切断部位は複数あり，40 アミノ酸残基からな
る Aβ(1-40)と 42 アミノ酸残基からなる
Aβ(1-42)が主要な分子種であり，その産生比
率は約 10対 1である．AD脳に蓄積した Aβの
N-並びに C-末端は不均一であり，N-末端は
Aβ 産生後，様々な翻訳後修飾や切断を受け
ている． 
Aβ は非常に重合しやすく，その重合性は N-，
C-末端の不均一性や Aβ 配列内のアミノ酸残
基の修飾により大きく影響を受ける．
Aβ(x-40)の C-末端側に疎水性アミノ酸残基
2残基，イソロイシン(Ile) とアラニン(Ala) 
が付加された Aβ(x-42)は，より重合性が増
し，AD 脳にも先ず Aβ(x-42)が沈着し，続い
て Aβ(x-40)が沈着する．特に Aβ(x-42)の
AD 発症における重要性は，分子遺伝学的研究
や，ヒト脳の免疫組織・生化学的検討，動物
モデルの検討等から確立されている． 
AD脳では Aβはさらに高度に重合して線維化
し，アミロイド細線維を形成する．一旦アミ
ロイド細線維が形成されてしまうと，これは
生化学的に非常に安定で難溶性である．アミ
ロイド細線維は Sodium dodecyl sulfate 
(SDS) や尿素では可溶化は困難で，ギ酸での
み溶解することができる．そのため，形成さ
れたアミロイド細線維は代謝されずに蓄積さ
れ組織に沈着する． 
Aβ が上述の一連の神経病理学的変化を引き
起こし，AD を発症させる上で重要な役割を果
たすことは，これまでの様々な研究から確立
されている（アミロイド仮説．しかし，Aβ の
蓄積や沈着の機序並びに Aβ が神経毒性を発
揮する機序は不明である．これまでに AD に対
する抗 Aβ 免疫療法をはじめとする抗 Aβ 療
法が遺伝子改変モデル動物では有効であるこ
とが明らかにされてきたが，米国における治
験の結果では，実際の AD患者に対する抗 Aβ
免疫療法では老人斑除去には成功したものの
認知症の進行を抑制することができなかった．
実際の AD 患者においては、その病理変化が進
展した後に治療を開始したのでは既に手遅れ
であり，早期診断，早期治療が重要であるこ
とが示唆される． しかし，AD における Aβ の
蓄積は中枢性（主に大脳皮質）であり，早期
診断は困難である． 
 
⑷アルツハイマー病の診断マーカー 
ADの診断基準として DSM-IV や NINCDS-ADRDA
が用いられる．診断の要点は，①記憶障害と，
前頭葉～側頭・頭頂葉の障害を反映した何ら
かの高次機能障害を中心とした認知機能障害
があり，“AD らしい”機能障害のパターンを
示していること，②それが社会的障害を引き
起こすほど顕著であって認知症といえる程度
に至っていること，③その原因として、他の
認知症や意識障害などが除外できることこと，
の３点である。神経心理学的評価には，
mini-mental state examination (MMSE) や
Wechsler memory scale-revised  (WMS-R)
などが用いられる．さらに，画像診断として
computed tomography (CT), magnetic 
resonance imaging (MRI)や single photon 
emission computed tomography (SPECT), 
positron emission tomography (PET) を用い
て脳の萎縮の有無と部位，その程度や脳血流
代謝の低下の有無，その分布を評価する．診
断の確定には死後の剖検が必要であり，生化
学的な病態を反映した，客観的な生物学的診
断マーカーの確立が必要とされている． 
 
その神経病理学的な AD 特異性から，Aβ は診
断マーカーの重要な候補の一つとして期待さ
れる．Aβ は年齢にかかわらず脳脊髄液
(cerebrospinal fluid; CSF)や血漿中にも存
在し，enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) で測定は可能である．これまでに一
部の家族性 AD では血漿中の Aβ(1-40)，
Aβ(1-42)双方の増加（APP Sweden 変異），或
いは Aβ(1-42)の選択的増加（APP London 変
異や PS-1/PS-2 の変異等）が知られている． 
しかしながら，Aβ 量はもともと個人差が大
きく，AD と非 AD でのオーバーラップが大き
い．ADの大半を占める孤発性 ADにおいては，
血 漿 中 の Aβ 量 に は 変 化 が な い ，
Aβ(1-42)/Aβ(1-40)比が増加または減少す
る，など一定した見解が得られておらず，現
在のところ AD の診断マーカーとして使用す
ることができない． 
また，CSF 中の Aβ は，Aβ(1-42)/Aβ(1-40)
比或いは Aβ(1-42)の低下が Aβ の脳への沈
着を反映するとされ，さらに CSF 中の総タウ
蛋 白 と Aβ 比 の 積 {AD index: 
t-tau×Aβ(1-40)/Aβ(1-42)}は AD で有意に
上昇するなどの報告があり，これらが主要な
診断マーカーとして注目されているが，診断
感度，特異度ともに 90%に満たず不十分であ
る． 
 
⑸アルツハイマー病と白内障 
老人性白内障は，AD と同様に加齢を高リスク
因子とし，水晶体を形成している水溶性タン
パクのαB-クリスタリンが重合し，立体構造
が変化する事で，水晶体の透明性を著しく低
下させ散乱光強度を増加させる．白内障の治
療では，手術が一般的であり，通常は，水晶
体の前嚢を切開後，超音波で水晶体皮質や核
内の白内障部位を破砕・吸引し，新たに眼内
レンズをはめ込むというものである．破砕・
吸引された水晶体は通常は廃棄される． 
これまでADにおけるAβの蓄積は中枢神経系
に起こるとされていたが，Goldstein らは，
AD 患者の剖検検体より摘出した水晶体から
Aβ を検出したと報告した．加齢性の白内障
における変化は，水晶体の皮質や核，後嚢下
に強いが，AD 患者においては核上性白内障が
みられるとの報告も存在する．加齢性の白内
障やその他の様々な白内障で Aβ が沈着する
かは不明である． 
 
２．研究の目的 
本研究では，AD の診断マー 
カーとして，白内障水晶体中の Aβに着目し，
水晶体における Aβ の解析と認知機能との相
関の検討を目的とした．もし認知症が顕在化
するより以前に白内障の水晶体に Aβ が蓄積
するならば，白内障手術の際に，通常であれ
ば吸引後廃棄していた白濁化した水晶体を回
収し，それに含まれる Aβを定量することで，
AD の早期診断ができる可能性がある．本研究
では，まずは非 AD 患者（非認知症患者）の白
内障手術で得られた，水晶体中の Aβ の抽出
方法および定量化の検討を試み，白内障の進
展度や年齢との関連の有無につき解析を行っ
た． 
 
３．研究の方法 
通常の白内障手術時に破砕後、患者の眼から
吸引・回収された水晶体(N=86)から Aβ を可
溶性の異なる各種溶液（TBS、1% Triton X 100、
ギ酸）を用いて連続的に抽出し、ELISA 法に
て Aβ 量を測定した。検出された Aβ の確認
のためウエスタンブロッティングも行った。
また、白内障手術時の超音波破砕物の回収条
件により Aβ の回収率が低下する可能性も考
えられたため、回収率を向上させる目的で全
眼摘出標本の水晶体を用いて回収直後の遠心
条件についても検討を行った。 
（倫理面への配慮） 
筑波大学大学院人間総合科学研究科医の倫理
委員会（通知番号：第 564 号、 課題名：白内
障手術で除去した水晶体に含まれるアミロイ
ドベータ蛋白の検出・測定 の研究）において
承認を受けた。  
 
４．研究成果 
⑴白内障グレードと Aβ(42) 
 今回検討した ELISA の結果では，Aβ(x-40) 
は最小感度(1.0 pmol/l)  以下であり，
Aβ(x-42) もそのほとんどが 1.0 pmol/l 以
下の低値であった（Aβ(x-42) の最小感度は
0.1 pmol/l）．しかしながら Aβ(x-42) の結
果を分析すると，性別では特に差はみられな
かったものの，年齢および白内障グレード
LOCSⅢ分類での分析では，年齢が上昇するに
つれ Aβ(x-42) 量が増加する傾向がみられ，
また白内障のグレードが上昇するにつれ，
Aβ(x-42) は有意に増加した．年齢による比
較では，50 歳以下の 3検体で若干高めの傾向
にあったが，この 3検体はいずれも 30 歳代の
患者由来であり，老年性白内障とは，発症原
理が異なっているためと思われた．今回はい
ずれも非 AD 患者の水晶体であったが，白内障
グレードが上昇するにつれ Aβ 量が増加して
いた．ヒト脳では，40 歳代から主に Aβ(x-42) 
から成る非線維性のびまん性老人斑が出現し，
Aβ の蓄積と沈着が始まるとされる．脳と同
様に，水晶体でも認知症の顕在化以前より加
齢とともに Aβ，特に Aβ(x-42) が蓄積する
可能性が考えられた． 
白内障のグレード分類に用いた LOCSⅢは，水
晶体中の核の濁り(Nuclear opalescence; NO) 
や色(Nuclear color; NC)，皮質性(Cortical; 
C)，後嚢性(Posterior subcapsular; P) など
についてそれぞれ 1~6 段階に評価するもので
ある．今回分類に用いた NO は，核の乳白濁の
濃さを指標としたものである．乳白濁が濃く
なるにつれ，硬さも増し，タンパクの構造変
化がより強くなるものと思われる．脳とは異
なり，白内障の水晶体における Aβ の蓄積は
αB-クリスタリンなど他の蛋白の構造変化に
伴うことが示唆された．  
αB-クリスタリンは，元来は水晶体中のタン
パクであるが，脳を含む生体内の多くの場所
にも発現している．熱ショックタンパクの一
つであり，通常は分子内シャペロンとして，
タンパクの構造を維持する働きを持つ．しか
し，Aβと共存している場合は，Aβ の構造を
変化させ，さらには Aβ の神経毒性を高める
とされている．ギ酸は，通常は共有結合以外
のタンパク同士の結合を乖離させるためギ酸
抽出液内では AβとαB-クリスタリンの結合
は確認することができないが，水晶体内では，
Aβ は αB-クリスタリンと相互作用の上存在
している可能性がある． 
 
⑵ウエスタンブロッティングと ELISA での感
度の違い 
 ELISA における Aβ(x-40)，Aβ(x-42) はご
く低値であり，Aβ(x-40)はほとんどが感度以
下であった．しかしながら，抗 Aβ(1-42) 抗
体を用いた WB の結果では，ELISA の結果に比
べてはるかに多量（100 倍程度）の Aβ(x-42) 
量が確認された．Goldstein らの報告でも，
尿素抽出試料の WB で，大量の Aβ を検出し，
デンシトメトリーを用いた結果，その量につ
いて AD 患者で 0.4~6.17 μg/g protein，非
AD 患者で 0.52~0.98 μg/g protein と報告し
ている19)． この量は，本検討での抗Aβ(1-42) 
抗体を用いたウエスタンブロッティングの結
果と比較しうる量である． 
一方，尿素抽出とギ酸抽出との比較では，WB
でも ELISA でも明らかな差を認めなかった．
したがって，Goldstein らの報告した Aβ の
量と本検討での ELISA による Aβ の量との違
いは，抽出法によるものではなくむしろ定量
法の違いによるものであると言える．ギ酸抽
出物に合成 Aβ ペプチドを添加した後，ELISA
や IP-WB を行ったが，添加した Aβ の検出は
阻害されず，塩や未知の阻害物質の影響は少
ないと考えられた（データ非記載）． 
また，WB の結果より，水晶体に含まれる Aβ
は，単量体よりはむしろ，重合した二量体が
多く含まれていると思われた．本 ELISA 系は
微量の血液や髄液中の Aβ を測定するために
広く使用され，確立されたものであるが，測
定できる Aβ は主に単量体であることが知ら
れている．水晶体 Aβ は，ELISA では検出し
にくく，WB とは異なる結果が出たものと考え
られる． 
さらに今回用いた ELISA 系は，Aβ(x-40)，
Aβ(x-42) 検出系とも固相抗体に BNT77
（Aβ11-28 認識）を使用している．従って，
水晶体 Aβ では 11-28 位で後述のように立体
構造が変化したものが多く，固相抗体との反
応が悪かった可能性がある．同様の抗体のエ
ピトープによる違いは，WB でも生じていた可
能性がある． 
 
⑶Aβ の立体構造変化・翻訳後修飾  
今回の検討では，ウエスタンブロットにおけ
る一次抗体としてまず，脳のアミロイド検出
に通常使用される事の多い4G8と6E10の抗体
を使用した．しかしながら，水晶体サンプル
の場合は感度が悪く，濃縮水晶体サンプルで
も薄いシグナルが確認出来るのみであった．
抗 Aβ(1-42) 抗体を使用した場合は，明らか
に反応が異なり，Aβ と思われる 8 kDa 付近
のシグナルが確認できるようになった(Fig. 
10, 11-b)．4G8 のエピトープは 18-22 位，6E10
のは 3-8 位であるが，抗 Aβ(1-42) 抗体は C-
末端断端特異的である(Figure 14)． 4G8 や
6E10のエピトープ或いはその近傍において蛋
白老化などによる翻訳後修飾が生じ，エピト
ープの構造が変化している可能性がある． 
翻訳後修飾を受けているアミノ酸残基として
まず挙げられるのは，23 位のアスパラギン酸
(Asp) 残基である．AD 脳では，蛋白老化によ
るラセミ化により 23 位の L-アスパラギン酸
（L 体）が D-アスパラギン酸（D 体）に構造
変化をしている報告がある．また，同部位の
イソ化も知られている．同様に，6E10 につい
ても，第 7 位に Asp 残基があり，同部位のイ
ソ化やラセミ化が知られている．  
今後 Aβ N-末端側のピログルタミン酸化や断
片化などを含め，Aβ 分子における翻訳後修
飾や切断を，翻訳後修飾特異抗体を使用した
WB や質量分析法等を用いて，水晶体と脳とで
質的量的に比較検討する必要がある．白内障
水晶体における主要な Aβ 分子を同定すると
ともに，白内障水晶体において AD 特異的な
Aβ 分子の修飾が存在するか解明できるなら
ば，その修飾を伴った Aβ分子特異的な ELISA
系による検討が可能となる．また，以上のよ
うな検討は，AD の早期診断のために水晶体
Aβ の定量が有用であるか否かを解析するた
めに重要となるであろう． 
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